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Doel: 
Het beschrijven van en toetsen aan gegevens in de literatuur van enkele 
grootheden welke essenti~el zijn voor de interpretatie van de massa-
spectrametrische resultaten van de analyse van diethylstilbestrol in 
r underurine . 
Samenvatting: 
Identificatie 
Identificatie geschiedt in eerste instantie m.b.v. MID, Tenminste vier 
ione n worden gedetecteerd. Een positieve identificatie ka n gegeven 
worde n als de relatieve intensiteiten van die ionen binnen zekere 
grenzen (VC < 10%) overéénstemmen met die van de standaard . Aanslui-
tend vindt een analyse plaats waarbij he t full spectrum wordt opgeno-
men . Enkele modellen welke in de literatuur beschreven zijn om de 
betrouwbaarheid van de identificatie na t e gaan zij n getoetst . 
Quantificatie : 
Quantificatie vindt plaats door vergeli jking van de intensiteit van 
één van de fragmenten ten opzichte van het overéénkomstige fragment in 
de gebruikte standaard. Een probleem is de cis-trans isomerie . 
Door de onbekendheid van de cis-trans verhouding in het monster en in 
de standaard alsmede de vorming van de cis component tijde ns de voor-
zuivering is exacte quantificatie ni et mogelijk . 
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Signaal/ruis verhouding: 
Om een goed reproduceerbaar s pectrum te verkrijgen (VC < 10%) is 
gesteld dat het signaal Sx de detectiegrens moet bedragen. De detec-
tiegrens twrdt gedefinieerd als het signaal dat 3x groter is dan de 
extreme ruiswaarde op de retentietijd van trans-DES ~ 10 sec. 
Conclusie: 
Uit de gegevens in de literatuur is gebleken dat de tot nu toe uitge-
voerde methodiek leidt tot een éénduidige identificatie. 
In de tot nu toe onderzochte monsters runderurine is de bepaling van 
DES op het 1 ~g/liter niveau realiseerbaar, bij lagere gehalten is , 
afhankelijk van het soort monster, identificatie soms 1o~el, soms niet 
mogelijk. 
Verantwoordelijk: ir L.G.M.Th. 
medewerker: W.A. Traag ~~ 
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Inleiding: 
Bij het onderzoek van anabolica in urine vindt opwerking van het 
extract plaats conform de Ware(n) Chemicus 11 (1981) 129- 140. Daar in 
de toekomst niet alleen DES onze interrese heeft maar ook andere hor-
monen wordt de GC-MS analyse in eerste instantie uitgevoerd met MlD 
(Multiple ion detection) , waarbij die massafragmenten gemeten worden 
1velke karakteristiek zijn voor de in aanmerking komende hormonen . 
De resultaten van de analyse worden gebruikt voor identificatie doel-
einden en eventueel voor een "quantificatie". 
Aansluitend wordt bij een positieve identificatie nogmaals uit het-
zelfde extract geinjecteerd; echter nu lvordt een volledig spectrum 
doorlopen teneinde te komen tot een extra bevestiging. In de nabije 
toekomst zal nagegaan worden wat de mogelijkheden zijn van chemische 
ionisatie voor zowel positieve als negatieve ionen . 
Uitgaande van methaan als reactiegas is uit enkele experimenten geble-
ken dat voor de positieve ionen van 1 ng DES- HFB een goed spectrum kan 
\·lorden opgenomen . Voor de toepassing van Cl negatief is het vamvege 
de gebruikte apparat uur noodzakelijk om een ander reactie gas dan 
methaan te gebruiken . Hieraan zal zo spoedig mogelijk 1wrden ge1verkt . 
In dit verslag zullen enkele grootheden welke voor de gebruikte 
methode belangrijk zijn worden beschreven en wel toeges pitst op de 
analyse van DES . 
Achtereenvolgens worden behandeld: 
a) Criteria voor de identificatie van diethylstilbestrol bij multiple 
ion detection. 
b) Criteria voor de bevestiging van DES in urinemonsters . 
c) Grootheden die een rol spelen bij de quantificatie. 
d) Criteria voor het beslissingsniveau . 
ad a) 
Criteria voor de identificatie van diethylstilbestrol bij multiple ion 
detection 
In de literatuur zijn modellen bescheven om de betroU\vbaarheid van de 
identificatie na te gaan 1.,anneer deze verricht is met multiple ion 
detection. 
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Aan de hand van DES beschrijft Sphon (1) een model waarbij gebruik 
gemaakt wordt van 30.000 referentiespectra welke opgeslagen zijn in 
een computersysteem. 
Nagegaan is hoeveel fragmentionen , waarvan de relatieve intensiteit 
binnen zekere grenzen bekend is, gemeten moeten worden voor een één-
duidige identificatie. 
Hanneer voor DES slechts één fragmention gemeten wordt zijn er een 
groot aantal componenten 1o1elke hieraan voldoen . Het aantal mogelijk-
heden wordt gereduceerd door meerdere fragmenten te detecteren. 
Uit het experiment van Sphon blijkt dat DES door 3 fragmentionen , in 
een bepaalde verhouding, gekarakteriseerd wordt. 
Hanneer hetzelfde computerbestand 1wrdt onderzocht met het spectrum van 
het DES-heptafluorobutyraat blijkt, dat 1-lanneer naast het molecuulion 
nog een ander fragment ingevoerd 1wrd t, geen respons verkregen wordt. 
Naast het door Sphon (en ook door ons) gebruikte Mass Speetral Search 
System (MSSS) zijn er nog andere systemen t.w. het systeem van Biemann 
c.s. (2) en dat van HcLafferty (3). Dit laatste staat bekend als 
Probability Based Matching (PBM) en maakt gebruik van zowel de 
massawaarden als de bijbehorende intensiteiten van de ionen. Aan de 
hand van een gegevens-bestand van 19.000 spectra is bepaald met welke 
waarschijnlijkheden bepaalde massawaarden en intensiteiten voorkomen. 
Hieruit kan de 1o1aarschijnlijkheid bepaald I-lorden dat een overeenstem-
ming in spectrum tussen een bekende en een onbekende verbinding 
toevallig optreedt (vals positieve identificatie). Wanneer we dit doen 
voor alleen de massa's 303, 341 , 342, 347 en 660 dan is de 
waarschijnlij kheid 1 op ruim 5.105. Betrekken we bovendien ook nog de 
relatieve intensiteiten erbij dan wordt de kans 1 op ruim 3.1010 (5). 
Aan de hand van een rekenkundig model beredeneert Millard (4) - ook op 
grond van relatieve intensiteiten - dat mogelijk s lecht s drie ionen 
voldoende zijn om een verbinding t e onderscheiden van naar schatting 
een miljoen andere verbindingen. 
Een niet te verwaarlozen gegeven bij de GC-HS analyse is de reten-
tietijd. Bij de door ons gevolgde methode 1-lordt gebruik gemaakt van 
een gaschromatografische kolom met een zeer hoog scheidend vermogen 
waarmee reproduceerbare retentietijden worden verkregen. RT == 850 sec 
met een bijbehorende s.d. van 2,2 sec (n == 14) (Tabel I). 
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ad b) 
Criteria voor de bevestiging van DES in urinemonsters 
De belangrijkste fragment ionen van de piek in het monster met de-
zelfde retentietijd als de standaard DES-HFB piek (Trans vorm), 
dienen een overéénstemmende intensiteitsverhouding te hebben als 
overeenkomende ionen van de standaard. 
Experimenten met praktijkmonsters hebben aangetoond dat bij injectie 
van ongeveer 5 ng gederivatiseerd DES (overeenkomend met 1 ~g/1.) voor 
de volgende fragment ionen m/z 303, 342, 447, 660 wanneer deze als 
fractie van m/z 341 tvorden uitgedrukt een VC van maximaal 10% verwacht 
(Tabel II) mag worden. Bij overéénstemmende intensiteitsverhoudingen 
(± 10%) is de identificatie positief. 
In de toekomst zal i.p.v. het ion m/z 303 het meer relevante ion m/z 
631 gemeten twrden. Nagegaan moet worden wat de v.c. voor dit fragment 
is. 
Is de intensiteitsverhouding niet in overeenstemming met de standaard 
dan kan er niet tot positieve identificatie besloten worden. 
Na een positieve identificatie wordt nogmaals uit hetzelfde extract 
geinjecteerd echter nu tV'ordt een volledig spectrum doorlopen (m/z 
300-700). Niet alleen ~mrden de van relatief minder belang zijnde 
ionen gemeten, maar ook de aftV'ezigheid van andere dan van DES 
afkomstige ionen versterken de identificatie. 
ad c) 
Grootheden die een rol spelen bij de quantificatie 
Kristallijn standaard DES bevindt zich in de trans vorm. Na oplossen 
en uitvoeren van o.a. allerlei chemische en physische stappen treedt 
er o.a. afhankelijk van het oplosmiddel een isomerisatie naar de cis 
vorm op. Bij de bovengenoemde methode wordt tijdens de HPLC stap 
alleen de trans vorm uitgevangen. Ook tijdens de dan volgende derfva-
tisering tot DES-HFB treedt omzetting van trans naar cis op. Onder 
gunstige omstandigheden (o.a. snelle opt<~erking van monstermateriaal) 
kan de omzetting beperkt blijven (ca. 5%), onder minder gunstige 
omstandigheden kan tot 30% omgezet worden in de cis vorm. Dit betekent 
dat de me t de GC/MS aangetoonde hoeveelheid trans DES-HFB derivaat 
slechts een (belangrijk) deel is van het oorspronkelijk aanwezige DES. 
Bovendien treden (absoluut gezien) verliezen op bij de verschillende 
opwerkingsstappen. 
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Onder gunstige omstandigheden is het toch mogelijk om tenminste 80% 
van het oorspronkelijk aan de urine toegevoegde DES terug te vinden 
(toevoeging op 1 ppb niveau). 
Het probleem van de wisselende (niet bekende) cis-trans verhouding 
maakt quantiftcatie fundamenteel onzeker, vooral wanneer het resultaat 
met andere vergeleken moet worden. 
Als een quantificatie uitgevoerd moet worden, moet dit steeds voor 
ogen worden gehouden en moeten de opgegeven getallen beschom1d worden 
als een grootte orde indicatie . 
lvanneer in het onderzochte monster DES geidentificeerd is kan de 
grootte orde bepaald worden door vergelijking van de intensiteit van 
iin van de fragmenten ten opzichte van datzelfde fragment afkomstig 
van de gebruikte standaard. Meestal wordt hiervoor het molecuul ion 
(m/z = 660) genomen. 
ad d) 
Criteria voor het beslissings niveau 
Relatie tussen de ruiswaarde uitgedrukt in ~g DES/liter en het niveau 
waarop éénduidig een positieve identificatie kan ~~orden gegeven. 
Het multiple ion detectie worden door de HS de voor DES meest karak-
teristieke fragmenten gemeten. lvanneer een monster urine van een onbe-
handeld dier geanalyseerd wordt zal er voor elk ion een bepaalde ruis 
(chemisch + elektronisch) gemeten worden. De intensiteit van deze ruis 
is bepalend voor het niveau 1~aarop een éénduidige positieve 
bevestiging gegeven kan worden. De plaats in het chromatagram waar de 
extreme waarde van de ruis gemeten wordt is gelijk aan de gemiddelde 
retentietijden van trans DES + 10 seconden. 
Het blijkt dat in een aantal monsters (n = 10) van onbehandelde dieren 
de extreme ruis voor het molecuul ion (m/z = 660) uitgedrukt als DES 
over het algemeen < 0,07 ~g/liter is. Dit impliceert een detectiegrens 
(3x de ruis) van 0,2 ~g/liter in deze monsters. 
Om een betrouwbaar spectrum op te nemen hebben we gesteld dat het 
signaal 5x de detectiegrens moet bedragen. Wanneer aan deze voorwaarde 
wordt voldaan bedraagt de verhouding in door ons positief bevonden 
monsters tussen het DES signaal en de ruis tenminste een factor 15. 
8192 .4 - 5 -
- 5 -
Dat deze filosofie juist is blijkt uit het lineaire gedrag tussen 
respons en gehalte (zie tabel lil). 
Gesteld kan l•mrden dat voor alle soorten runderurine de be paling va n 
DES op het 1 ppb niveau met de huidige me thode r ealiseerbaar is. Bij 
gehalten tussen O, 2 en 1 ppb (grijs gebied) is i dentificatie soms ~~el 
mogelijk. 
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Tabel I 
Reproduceerbaarheid van de retentietijd van het DES-HFB derivaat 
(trans vorm) 
848,6 sec. 
849,3 
850, 7 
850,3 
856,1 
851,4 
852,0 
850,3 
849,0 
848,3 
846,6 
851,7 
849,0 
850,3 
RT 850 sec. 
s.d. 2,2 
v.c . 0,26% 
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Tabel II 
Spreiding van de fragment ionen van het diethylstilbestrol heptafluor-
boterzuur derivaat in 8 urine monsters, niveau 1,5 ~g/kg. 
m/z I 
303 341 342 447 660 
I 
I 49,05 100 17,47 11,80 75,89 
I 52,24 100 16,29 10, 75 66,47 
I 50,66 100 16,40 10,51 67,65 
I 49,05 100 17,47 11,80 75,98 
I 50,96 100 16, 59 11,45 711, 69 
I 47,30 100 16, 34 11,04 70, 21 
I 46,39 100 15,54 10,15 69,38 
I 46,77 100 14, 25 8,84 63,00 
x = 49,05 16,29 10, 79 70,41 
s .d. = 2,13 1,04 0,99 4, 76 
v.c. 4,34% 6,40% 9,15% 6, 76% 
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Tabel III 
Lineaire gedrag van enkele synthetische anabolica na derivatiseren met 
heptafluor boterzuur anhydride 
gederivatiseerde hoeveelheid component 
component 10 ng SO ng 100 ng 200 ng SOO ng 
DES (m/z 341) 1S,68 16,18 19,46 20, 3S 19,9S 
HEX (m/z 331) ss, 71 S7,SO 67,99 68 ,96 S7,SS 
Dienostrol (m/z 44S) 2,S6 2,27 2, 77 3,06 2,97 
* I/pg intensiteit van het gemeten ion/hoeveelheid geinjeeteerde 
component (pg) 
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